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Babezioza domaćih životinja predstavlja vektorski prenosivo i 
klinički veoma značajno oboljenje, uzrokovano protozoama rodova 
Babesia i Theileria. Uzročnici koji mogu da izazovu oboljenje kod 
pasa u Evropi su: Babesia canis, B. gibsoni, B. vogeli i B. microti-like. 
Dijagnostika babezioze pasa se dugo vremena bazirala na vizuelizaciji 
uzročnika pregledom obojenog krvnog razmaza pod mikroskopom, 
dok se danas sve više koriste molekularne metode detekcije u 
preciznoj, specijskoj dijagnostici. Cilj ovog rada je bila molekularna 
detekcija različitih uzročnika babezioze pasa u krpeljima uzorkovanim 
sa asimptomatskih pasa na prostoru određenih beogradskih opština, 
radi boljeg razumevanja epizootiološke situacije. Sa tri lokacije u 
Beogradu je prikupljeno 49 krpelja, uzorkovanih sa pasa bez simptoma 
bolesti. Izvršena je determinacija krpelja, a nakon toga je izolovana 
DNK za molekularna ispitivanja. Prvo je urađena reakcija lančane 
polimerizacije (PCR) za utvrđivanje vrsta iz roda Babesia, a nakon 
toga i određivanje polimorfizma u dužini restrikcionih fragmenata 
(RFLP) u cilju specijske identifikacije uzročnika. Od ukupnog broja 
ispitanih krpelja 18,34% je bilo pozitivno na Babesia spp. RFLP 





slučajeva (14,92%) nije bilo restrkicionih mesta za korišćene enzime, 
što ukazuje da se najverovatnije radilo o B. canis. Pozitivni krpelji 
na uzročnike babezioze su bili Dermacentor reticulatus (4 slučaja), 
Rhipicephalus sanguineus (4 slučaja) i Ixodes ricinus (1 slučaj). Ovaj 
rad potvrđuje prisustvo Babesia spp. u krpeljima uzorkovanim sa 
asimptomatskih pasa na teritoriji grada Beograda, kao i značaj PCR-
RFLP metode u dijagnostici i identifikaciji uzročnika babezioze pasa. 
Prvi put u Srbiji je utvrđeno prisustvo B. gibsoni kod krpelja (vrsta 
Rhipicephalus sanguineus)
Ključne reči: Babesia canis/gibsoni, Beograd, krpelji, PCR-RFLP
Babezioza	domaćih	životinja	predstavlja	vektorski	prenosivo	oboljenje	koje	
izazivaju protozoe iz rodova Babesia i Theileria (Irwin,	 2009).	 Molekularnim	
metodama	detekcije	potvrđeno	je	svega	četiri	uzročnika	ovog	oboljenja	kod	pasa	
na	području	Evrope:	Babesia canis, B. gibsoni, B. vogeli, B. microti-like (Solano-
Gallego	i	Baneth,	2011;	Matijatko	i	sar.,	2012). Kliničke	manifestacije	babezioze	






Geografska	 rasprostranjenost	 uzročnika	 babezioze	 pasa	 je	 svakako	 u	
sprezi	sa	rasprostranjenošću	adekvatnih	vektora,	izuzimajući	B. gibsoni kod koje 
je	dokazan	i	direktan	prenos	između	pasa	(Jefferies	i	sar.,	2007;	Yeagley	i	sar.,	
2009).	Glavni	vektori	koji	učestvuju	u	širenju	ovog	oboljenja	su	krpelji	Dermacentor 
reticulatus	 (B. canis),	Rhipicephalus sanguineus	 (B. vogeli, B. gibsoni)	 i	 Ixodes 















Materijal i metode rada / Material and methods
chain reaction	 -	 PCR).	 Ogromna	 prednost	 molekularnih	 metoda	 u	 odnosu	 na	
tradicionalne	metode	dijagnostike	babezioze	pasa	 jeste	njihova	 značajno	 veća	
osetljivost	 i	 specifičnost	 (Bashiruddin	 i	 sar.,	 1999).	 PCR-RFLP	 (Restriction 
fragment lenght polymorphism)	 metoda	 je	 brza,	 pristupačna	 i	 često	 korišćena	
tehnika	 za	 molekularnu	 identifikaciju	 parazitskih	 vrsta	 (Solano-Gallego	 i	 sar.,	




Prevalencija	 Babesia spp.u	 krpeljima	 na	 području	 Evrope	 je	 različita	 u	
različitim	 regijama:	 0,10%	do	 0,90%	na	 severu	Poljske	 (Cieniuch	 i	 sar,	 2009),	
0,85%	na	severu	Italije	(Cassini	i	sar.,	2010),	2,30%	na	jugu	i	14,70%	na	severu	
Slovačke	 (Kubelová	 i	 sar.,	 2011),	 2,70%	 u	 Luksemburgu	 (Reye	 i	 sar.,	 2010),	
29,90%	u	Mađarskoj	(Földvári	 i	sar.,	2007),	a	u	Austriji	čak	51,70%	(Blaschitz	 i	
sar.,	2008).	Na	području	severne	Srbije	je	sprovedeno	istraživanje	2012.	godine	
upotrebom	 molekularnih	 metoda	 detekcije,	 kada	 je	 kod	 krpelja	 prikupljenih	 u	
prirodi	utvrđena	prevalencija	10,61%	(Mihaljica	i	sar.,	2012).
Cilj	 ovog	 rada	 je	bila	molekularna	detekcija	 različitih	 uzročnika	babezioze	
pasa	 u	 krpeljima	 sakupljenim	 sa	 asimptomatskih	 pasa	 na	 prostoru	 grada	
Beograda,	radi	boljeg	razumevanja	epizootiološke	situacije.
Ispitivani krpelji / Analysed ticks
Ispitano	 je	 49	 krpelja	 skinutih	 sa	 asimptomatskih	 pasa,	 poreklom	 iz	 3	
beogradske	opštine	(Savski	venac	–	18	krpelja,	Novi	Beograd	–	11	krpelja,	Zemun	
–	20	krpelja).	Svi	uzorci	su	bili	pojedinačni,	odnosno	sa	svakog	psa	je	skinut	samo	




Izolacija DNK, PCR i PCR-RFLP / DNA isolation, PCR and PCR-RFLP
Nakon	 eliminacije	 70%	 alkohola	 iz	 epruveta,	 svaki	 krpelj	 je	 ispran	 PBS	
puferom	i	prebačen	u	novu	sterilnu	epruvetu	zapremine	1,5	ml	i	preliven	sa	0,5ml	




In vitro	 kloniranje	 fragmenta	 DNK	 je	 obavljeno	 putem	 reakcije	




Rezultati / Results 
koji	 ima	 mogućnost	 brze	 promene	 temperaturnih	 uslova	 (Stevanović	
i	 sar.,	 2011).	 Za	 potrebe	 detekcije	 parazita	 roda	 Babesia	 korišćeni	 su	
prajmeri	 PIRO-A	 (5’-AATACCCAATCCTGACACAGGG-3’)	 i	 PIRO-B	














od vrsta iz roda Babesia	 ili	pak	 isključiti	sumnju,	ukoliko	nije	dobijena	 traka	na	
gelu.	Za	dalju	specijsku	identifikaciju	izvršeno	je	određivanje	polimorfizma	u	dužini	
restrikcionih	 fragmenata	 (RFLP	metoda).	 Izvršena	 je	 digestija	 PCR	 produkata	
sa TaqI i Hinf I	restrikcionim	enzimima.	Nakon	tretmana	restrikcionim	enzimima,	




175	 i	 210bp).	Kod	 svih	 drugih	 vrsta	PCR	produkti	 će	 ostati	 nepresečeni.	HinfI 
restrikcioni	enzim	ne	seče	amplikone	B. canis i B. vogeli,	ali	seče	B. rossi	(pa	će	
se	dobiti	dva	fragmenta	dužine	175	i	230	bp),	B. gibsoni	(fragmenti	dužine	200	i	
205	bp)	i	B microti-like	(fragmenti	dužine	70	i	370	bp).	Od	uzročnika	babezioze	
pasa jedino Babesia canis	 ne	poseduje	 restrikciono	mesto	ni	 za	 jedan	od	dva	
navedena	enzima	(Solano-Gallego	i	sar.,	2008).
Morfološkom	determinacijom	49	ispitivanih	krpelja	skinutih	sa	asimptomatskih	
pasa ustanovljeno je prisustvo tri vrste krpelja, i to R. sanguineus (18	ženki	i	13	
mužjaka),	D. reticulatus (5	ženki	 i	4	mužjaka)	i	 I. ricinus	(9	ženki).	Od	ukupnog	
broja	 ispitanih	krpelja	18,34%	(49/9)	 je	bilo	pozitivno	na	Babesia spp	(Slika	1).	
Prevalencija	 uzročnika	 babezioze	 po	 vrstama	 krpelja	 je	 iznosila	 44,44%	za	D. 
reticulatus,	12,90%	za	R. sanguineus	i	11,11%	za	I. ricinus. Prisustvo	uzročnika	
babezioze	 je	 utvrđeno	 u	 krpeljima	 sa	 sva	 tri	 ispitivana	 lokaliteta	 (Tabela	 1).	
Pozitivni	uzorci	su	podvrgnuti	RFLP	analizi,	kojom	je	utvrđeno	prisustvo	B. gibsoni 
u	4,08%	(49/2)	slučajeva,	dok	14,29%	(49/7)	uzoraka	nije	posedovalo	restrikciono	




analize	su	prikazani	na	slici	2.	Nije	bilo	ni	jednog	slučaja	B. vogeli, B. microti-like 
i B. rossi.	U	oba	slučaja	B. gibsoni je detektovana u krpelju vrste R. sanguineus.
Tabela	1.	Zastupljenost	vrsta	iz	roda	Babesia	u	krpeljima	na	teritoriji	tri	beogradske	opštine.




Dermacentor reticulatus Rhipicephalus sanguineus Ixodes ricinus
Broj	pozitivnih	-	broj	ispitanih	/	Number of positive - Number of tested
Savski	venac 0/2 3/10 1/6
Zemun 1/4 1/14 0/2
Novi	Beograd 3/3 0/7 0/1




Picture 1. Presentation of the results obtained by agarose gel stained with ethidium bro-
mide. Babesia spp. Forms strips size 410bp. M-Marker (50bp DNA ladder Nippon 




Nippon	 Genetics,	 Germany);	 1-Babesia spp., 
2,3-	Babesia gibsoni.
Picture 2. Presentation of the results of RFLP methd 
with HinfI restriction enzyme  by agarose gel 
stained with ethidium bromide. M-Marker (50bp 
DNA ladder Nippon Genetics, Germany); 1-Ba-




Iako	 Srbija	 predstavlja	 endemsko	 područje	 za	 babeziozu	 pasa,	 podaci	 o	
uzročnicima,	kao	i	o	uključenim	vektorima	su	veoma	oskudni.	Tri	vrste	krpelja	koje	












Oba	slučaja	B. gibsoni	su	dijagnostikovana	u	krpeljima	vrste	R. sanguineus, 
što	 je	 u	 skladu	 sa	 literaturnim	 podacima	 koji	 ukazuju	 na	 to	 da	 je	 smeđi	 pseći	
krpelj	 najčešći	 vektor	 ovog	uzročnika	 (Solano-Gallego	 i	Baneth,	 2011).	Sedam	
pozitivnih uzoraka na Babesia	spp.	nisu	posedovali	restrikciono	mesto	ni	za	jedan	
od	korišćenih	restrikcionih	enzima,	što	sigurno	isključuje	prisustvo	sledećih	vrsta:	
B. rossi, B. vogeli i B. microti-like.	Sprovedeno	istraživanje	potvrđuje	da	je	najčešći	
uzročnik	babezioze	pasa	na	teritoriji	grada	Beograda	B. canis, što je prethodno 
potvrđeno	i	iz	krvi	pasa	(Davitkov	i	sar.,	2015).
U	istraživanju	je	po	prvi	put	u	Srbiji	utvrđeno	prisustvo	B. gibsoni kod krpelja 
(vrsta	R. sanguineus).	Ispitivanje	prisutnih	krpelja	na	određenom	prostoru,	kao	i	
utvrđivanje	prevalencije	patogena	koje	prenose,	neopodno	je	za	procenu	rizika,	




Jedino	na	 taj	način	možemo	biti	bliži	 realnoj	epizootiološkoj	situaciji	na	 teritoriji	
Srbije	kad	su	u	pitanju	uzročnici	babezioze	pasa.













4.	 Cieniuch	 S,	 Stańczak	 J,	 Ruczaj	A.	 The	 first	 detection	 of	Babesia	 EU1	 and	Babesia canis ca-






















































MOLECULAR DETECTION OF BABESIA SPP. IN TICKS SAMPLED FROM  
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Babesiosis	 of	 domestic	 animals	 is	 a	 vector	 transmissible	 and	 clinically	 significant	
disease,	caused	by	protozoa	of		genus	Babesia and Theileria.	Possible	causative	agents	


























МОЛЕКУЛЯРНАЯ ДЕТЕКЦИЯ BABESIA SPP. В ОБРАЗЦАХ КЛЕЩЕЙ, 
ПОЛУЧЕННЫХ ОТ АСИМПТОМАТИЧНЫХ СОБАК НА ТЕРРИТОРИИ НЕКОТОРЫХ 
РАЙОНОВ БЕЛГРАДА
Давитков Дарко, Терзич Сречко, Давитков Дайана, Радакович Милена, 
Гайич Боян, Крстич Ваня, Станимирович Зоран
Бабезиоз	домашних	животных	является	векторным	заболеванием	с	серьезными	
клиническими	 проявлениями,	 вызываемым	 простейшими	 рода	Babesia	 и	Theileria. 
Возбудителями,	 вызывающими	 заболевание	 у	 собак	 на	 территории	Европы,	 явля-
ются:	Babesia canis, B. gibsoni, B. vogeli	и	B. microti-like. Диагностика	бабезиоза	собак	
долгое	время	базировалась	на	обнаружении	возбудителя	путем	микроскопического	
исследования	окрашенных	мазков	крови,	но в	настоящее	время	все	более	широко	
используются	 молекулярные	 методы	 детекции	 в	 рамках	 точной	 специфической	




снятых	 с	 собак,	 у	 которых	 отсутствовали	 симптомы	 заболевания.	 Был	 определен	
вид	клещей,	а	затем	выделена	ДНК	для	молекулярных	исследований.	Сначала	была	
проведена	 полимеразная	 цепная	 реакция	 (ПЦР)	 для	 определения	 видов	 из	 рода	
Babesia,	 а	 затем	 определение	 полиморфизма	 длин	 рестрикционных	 фрагментов	
(ПДРФ)	в	целях	специфической	идентификации	возбудителя.	Из	общего	количества	




щи	Dermacentor reticulatus	 (4	случая),	Rhipicephalus sanguineus	 (4	случая)	и	 Ixodes 
ricinus	 (1	 случай).	 Результаты	 данной	 работы	 подтверждают	 присутствие	 Babesia 
spp.	 в	 образцах	 клещей,	 полученных	от	 асимптоматичных	 	 собак	 на	 территории	 г.	
Белграда,	а	также	значимость	методов	ПЦР-ПДРФ	в	диагностике	и	идентификации	
возбудителей	бабезиоза	собак.	Впервые	в	Сербии	было	установлено	присутствие	B. 
gibsoni	у	клеща	вида	Rhipicephalus sanguineus.
Ключевые	слова:	Babesia canis/gibsoni,	Белград,	клещи,	ПЦР-ПДРФ
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